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Studien an Eisenorganismen

I. Mitteilung

Uber die Art der Eisenspeicherung bei
Trachelomonas und Eisenbakterien

Von

Josef Gicklhorn

Aus dem Pflanzenphysiologischen Institute der Universitdt zu Graz
(Mit 8 Textfiguren)

(Vorgelegt in der Sitzung am 22. April 1920)

I

.{) Den Ausgangspunkt der im folgenden mitgeteilten
Studien bilden Beobachtungen an verschiedenen Trache-
lomonasarten nach Durchfithrung der bekannten Eisen-
reaktion mit gelbem Blutlaugensalz und Salzsdure. Fir diese
Untersuchungen standen mir drei Trachelomonasarten
zur Verfligung; da bei der bekannten Variabilitit dieses
Eisenflagellaten eine Bestimmung nur annihernd moglich
war, unterlasse ich die Artdiagnosen und verweise statt aller
Jeschreibung auf Fig. 1.

Samtliche Formen sind bei gleicher Vergréferung unter
Berlicksichtigung der fiir eine Bestimmung notwendigen
Merkmale gezeichnet, die wihrend einer einmonatlichen
Beobachtung als konstant sich erwiesen.

Die Trachelomonaden sind als typische »Eisenorganismen«
— im Sinne von Gaidukov! und Molisch? — bekannt;

t Gaidukov N.: Uber dic Eisenalge Con/erva und die Eisenorganismen
des Siifiwassers im allgemeinen. Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 1905, p. 250 bis 252,
2 Molisch H.: Die Eisenbakterien. 1910 Jena, Verl. Fischer, p. 56.
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im mikroskopischen Bild =zeigt der oft verschiedenartig
skulpturierte, verhirtete Panzer eine leicht gelbe bis tief
braune Farbung, die durch eingelagertes Fe,O, bedingt ist.

Priift man nun auf den Eisengehalt durch Anwendung
der von Molisch!' und anderen als sicherste und beste
Reaktion erkannten Berlinerblauprobe, so erhélt man in diesem
speziellen Fall nicht nur verschieden intensive Blaufirbung
des Gehduses, sondern auch verschiedene Lokalisation
des gebildeten Berlinerblau; entscheidend ist, wie spiiter
begriindet wird, die Art der Durchfithrung der Reaktion und
der Zustand des Flagellaten. Die beistehende Fig. 2 kann
die Verhaltnisse am einfachsten darstellen.

Fig. 1.

Die fiir die Reaktionen verwendeten Trachelomonas-Arten nach dem lebenden

Objekt gezeichnet. Vergr. zirka 1000 mal.

l. Kann der Panzer gleichmiflig eine tiefe Blaufiarbung
annehmen, ohne \eitere Verdnderungen zu zeigen. Das gilt
vor allem fiir leere Gehduse, aber auch fiir die Anfangs-
stadien der Reaktion bei solchen, in welchen der lebende
Flagellat sich noch befindet (Fig. 2a).

II. Kann die sonst auf das Gehause scharf lokalisierte
Reaktion auch aufierhalb des Gehduses auftreten und dieses
mit einem blau gefirbten Hof umgeben. Der Berlinerblau-

1 Motlisch H.: Mikrochemie der Pflanze. 1913. Jena, Verl. Fischer,
p. 39 bis 40.
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niederschlag ist entweder kornelig oder homogen blau, ohne
Struktur (Fig. 2b).

IIl. Kann die anfinglich auf das Gehduse beschrinkte
Reaktion durch Bildung typischer Traube’'scher Zellen als
Blasen und Beutel ein ganz absonderliches Bild bieten;
sackartig umgibt die Niederschlagsmembran das Gehiuse,
dabei in 2 bis 5 Minuten auf das Doppelte der Gehduse-
grofie heranwachsend (Fig. 2¢).

Der Ort und ‘die Art der Bildung kann unter dem
Mikroskop leicht verfolgt werden; unter gewissen Bedingungen
entstehen aber die sackartigen Niederschlagsmembranen

Fig. 2.

Die drei Typen der Berlinerblaureaktion bei Trachelomonaden: a/ gleich-
mitfiig tiefblaue Fdrbung des Gehiduses, nachidem zuerst K;FeCNy zugefiigt
wurde, spiter HCl; &) schwache Firbung des Gehduses, dieses von tiel-
blauem, homogenem und korneligem Niederschlag von Berlinerblau umgeben;
Reaktionsbedingungen wie bei a), doch mit besonderer Vorsicht ausgefiihrt,
um stirkere Stromungen im Priiparat zu vermeiden; ¢) Bildung Traube’scher
Zellen um das Gehduse und auf diesem; Reagentien gleichzeitig zu-
geftigt. — Flagellat einfach schraffiert mit eingezeichnetem Augenfleck-
Vergr. zirka 700mal.

ruckartig und ein formliches Herausschnellen eines blauen
Beutels aus der mit einem versteiften Kragen umgebenen
GeiBeloffnung hat in erster Linie die Aufmerksamkeit auf
sich gelenkt.

I?) Als Bedingungen fiir diese auch durch Ubergiinge
verbundenen Typen der Reaktion wurden erkannt: die Art
der Durchfiihrung der Eisenreaktion einerscits, das Fehien
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oder Vorhandensein des lebenden Flagellaten anderseits.
Nach den Erfahrungen von Molisch! wird die Probe auf
Eisenverbindungen (I'e,O, locker gebunden) folgendermafBien
angestellt:

»Zarte Objekte, Algenfidden, diinne Schnitte legt man auf einen Objekt-
trager in einen Tropfen gelber Blutlaugensalzlésung und fiigt einen Tropfen
verdiinnter Salzsdure hinzu...... Ich verwende in der Regel eine 29 Blut
laugensalzldésung und eine hochstens 59, Salzséure. Die zu untersuchenden
Objekte miissen zunidchst vom Kaliumferrocyanid ganz durchtrinkt

werden...... Daun 146t man die Salzsdure entweder direkt auf den Objzlt
trager oder bei dickeren Objekten wieder in Glasdosen einwirken.:

Auf diese Weise erhilt man eine sichere Reaktion durch
Berlinerblaubildung; aber bei Verwendung von frischem,
lebendem Versuchsmaterial in unserem Fall fast ausnahms-
los Reaktionen vom Typus II, wie Fig. 20 zeigt.

Wenn man aber die beiden Reagentien am Objekttriger
gut mischt, und dann direkt in den Tropfen das Material aus
der Pipette zufliefen 148t und nach raschem Auflegen des
Deckglases beobachtet oder — was besser geeignet ist
die Probe mit dem Versuchsmaterial neben den Reagens
tropfen bringt und sodann beim Auflegen des Deckglases
auf die Diffusionszone achtet, so tritt die Berlinerblaubildung
fast ausnahmslos nach Typus IIl der Reaktion auf (Fig. 2¢)
Wird ferner die Probe auf dem Objekttrdger mit einem dei
Reagentien — gleichgiiltig mit welchem zuerst — versetzt,
nach ciniger Zeit das Entsprechende, z. B. die Salzsdure mit
Filterpapier nachgesaugt, so stellt sich vorwiegend eine
Berlinerblaubildung nach Typus I ein (Fig. 24). Nach der
Kenntnis dieser Verhiltnisse gelang es mir jederzeit mit
Sicherheit, irgendeinen der erwdhnten Reaktionstypen zu er
zielen und demonstrieren zu kdnnen.

C) Die Erklirung flir dieses verschiedenc Verhalten ist
am einfachsten in folgender Uberlegung zu geben. Fiigt man
z. B. zuerst Sulzsdure zu, so erfolgt rasche Totung des
lebenden Flagellaten; durch die eindringende Salzsdure wird
das gebundene Eisen aus dem Gehduse und dem Flagellaten

1 Molisch: Mikrochemie ote,, p. 39 bis 4.
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— dariiber spidter — geldst, in reaktionstdhige Form gebracht
und kann mit dem K Fe(CN); als Berlinerblau nachgewiesen
werden. Das Gleiche gilt flir den Fall, als man zuerst gelbes
Blutlaugensalz einwirken ld6t; auch hier werden durch die
Totung des Objektes Bedingungen geschaften, die ein Irei-
werden des Eisens in reaktionsfihiger Form ermdglichen,
zumindest vorbereiten, was durch nachfolgenden Salzsdure-
zusatz in erhohtem Mafle eintritt. In beiden Féllen aber,
durch den zeitlich getrennten Zusatz von K,Fe(CN),
und HCl bedingt, wird eine Diffusion des nachzuweisenden
Eisens eintreten (Typus ).

Wird beim Durchsaugen des Priparates, — auch ber
bloBem Zusatz vom Rande des Deckglases her treten
stromungen auf — das diffundierte Eisen weggespiilt, so

kann nur das noch iibrige, noch nicht geléste Eisen nach
erfolgtem Freiwerden in Reaktion treten. Daher mufi ein
lokalisierter Eisennachweis, in der Regel auf das Gehiduse
beschrankt, nach Typus [ sich einstellen.

Wenn man aber beide Reagentien gleichzeitig wirken
1afit, so mufl in dem Augenblick als das Eisen in reaktions-
fithiger Form in geniigender Menge frei wird — man denke
an die enorme Empfindlichkeit der Probe — auch schon die
Bildung von Berlinerblau stattfinden. Bei ungestorter Reaktion
wird die einsetzende Diffusion des Eisens sofort durch dic
Niederschlagsmembran von Berlinerblau aufgehalten werden,
was schliefilich zur Bildung von Traube’scher Zellen fiihren
muf, fiir deren Entstehung und Wachstum in diesem Falle
also die gleichen Bedingungen gelten, wie fiir die Ferrocyan-
kupfermembran des bekannten Vorlesungsversuches oder bei
der Pfeffer'schen Zelle. Diese Erklarung gilt auch fiir jene
Fdlle, wo durch Gallerte oder Schleime, z. B. bei Algen,
Bakterien, Flagellaten usw. {iiberhaupt Eisen in reichlicher
Menge gespeichert wird oder ecingelagert werden kann. Die
verschiedenen Typen der Eisenreaktion hat auch Klebs! bei

I Klebs G.: Uber die Organisation der Gallerte bei einigen Algen
und Flagellaten. Untersuchungen aus d. bot. Instit. zu Tibingen, . Bd.,
1886 bis 1888, p. 333 bis 418, besonders p. 366
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Zygnema beobachtet und seine Erklirung deckt sich voll-
kommen mit der hier gegebenen, wie ich nach Abschlufl der
mikroskopischen Beobachtungen beim Literaturstudium finden
konnte.

D) Woher stammt das freigewordene Eisen?
Auf den ersten Blick scheint das Gehduse das meiste Eisen
zu enthalten; es wire aber auch moglich, dal der lebende
Flagellat selbst Eisenverbindungen fithrt, oder dafi zwischen
Gehiiuse und dem Flagellaten eisenreiche Stoffe geldost oder
in Schleim absorbiert sich finden konnten. Der hohe Eisen-
gehalt des Gehduses ist jedenfalls tatsdchlich vorhanden,
wenn auch mit dieser Feststellung noch gar nichts tber das
Zustandekommen der Eisenspeicherung ausgesagt werden
kann. Die Beriicksichtigung der eben erwahnten Moglich-
keiten hat nun das sichere Resultat ergeben, dafi die
Hauptmenge des nachgewiesenen Eisens bei Trache-
lomonas aus dem Innern des Gehduses stammt.
Dieser Befund erklirt am einfachsten die verschiedenen
Bilder der Eisenrcaktion, wenn diese um das Gehéduse
zonenfdormig auftritt, was aber bei leeren Gehdusen nicht
oder nie in dem MafBie als an bewohnten zu beobachten ist.
Nun habe ich nie bei den vielen Hundertecn von Objekten
den chlorophyll fithrenden Flagellaten selbst bei Zusatz von
K,Fe(CN), und HCI durch gebildetes Berlinerblau geférbt
cesehen. Ich war daher geneigt, die Hauptmenge des Eisens
als locker gebundene oder in Schleim absorbierte Ver-
bindungen zwischen dem starren Gehduse und dem amdoboid,
beziehungsweise kontraktil beweglichen Flagellaten zu suchen.
Diese Annahme ist hinfdllig geworden durch Beobachtungen,
aus denen mit Sicherheit hervorgeht, da die nachgewiesenen
Eisenoxydverbindungen aus dem Plasma des lebenden
Flagellaten stammen, beziehungsweise unter bestimmten
Bedingungen ausgeschieden werden.

Fithrt man die Eisenreaktion bei Trachclomonas derart
aus, dafl diec gemischten Reagentien vom vorgeschriebenen
Prozentgehalt durch Auflegen des Deckglases mit dem
\ersuchstropfen vereinigt werden und beobachtet man die
beweglichen Trachelomonaden, wenn diese in das abgestufte
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Konzentrationsgefdlle der Reagentien kommen, so ergeben
sich ganz einheitlich folgende Bilder: (Fig. 3a, b, ¢.) Die
rasche Bewegung wird langsamer, es erfolgt ein Taumeln
und Drehen am Ort und in dem MaBe als der Flagellat sich
kontrahiert, erscheint an der Geileléffnung langsamer oder
auch ruckartig vorgestofien ein tiefblau gefarbter Beutel von
Berlinerblau; oder in anderen Féllen kommt es zur Bildung
eines korneligen Niederschlages von Berlinerblau, der iie
ein Springbrunnen aus der Geifieloffnung hervorquillt. Immer
aber erfolgt noch durch kurze Zeit, etwa 10 Sekunden bis
1/, Minute lang, eine geringe Bewegung des Flagellaten, der

Fig. 3.

Niederschlagsformen an iebenden Flagellaten bei gleichzeitigem Zusatz vomn
KFe(CN)g + HCl. @) Beutelbildung ruckartig von dem Geificlkragen aus
entstehend; &) korneliger Niederschlag fontdnenartig hervorgestofien (1),
bezichungsweise im Gehduseinnern gebildet, wenn durch die Geifiel mit
anhaftendem Plasmapfropf die Offnung verstopft ist (2); ¢) bei zerdriicktem
Gehduse um den kontrahierten, ftreigelegten Flagellaten ist eine langsam
wachsende Niederschlagsmembran entstanden. Vergr. zirka 700 mal.

dann sich abrundet und getotet im Gehduse als griner
Ballen mit rotem Fleck (Augenfleck!) liegen bleibt. Wird
vorerst durch einen stdrkeren Druck auf das Deckglas das
Gehduse gesprengt und so der llagellat ganz oder teilweise
freigelegt, so erfolgt die Eisenreaktion sofort in stdrkster
Intensitdt um den Flagellaten zu einer Zeit, wo das
Gehduse noch gar keine oder eine leicht griinlich-
blaue Fédrbung =zeigt. Ist der Druck nicht so kriiftig
gewesen, um den Flagellaten zu schadigen, so erfolgt nach
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der Bewegung einmal die Eisenreaktion dort, wo der
Flagellat das Gehduse ganz oder teilweise verlassen hat,
dann aber in etwas schwicherer Intensitéit bei der Einwirkung
des K,Fe(CN),+ HCIL Bei allen diesen Reaktionen bleibt
aber stets der Flagellat ohne merkbare Blaufirbung durch
Berlinerblau.

Aus diesen Beobachtungen folgt in einwandfreicr Weise
die Tatsache, dafl die Hauptmenge des nachzuweisenden
Eisens aus dem lebenden Protoplasten stammt und
daff Eisengehalt des Organismus und Einspcicherung
in der gebildeten Hiille ganz getrennt auftreten
konnen. Trotz des hohen Eisengehaltes, geschitzt an der
tiefblauen FFédrbung der ausgeschiedenen Verbindung, konnen
die Gehduse, namentlich bei jingeren Individuen gar kein
Eisen oder nur sehr geringe Mengen davon fiihren.
Das nachgewiesene Eisen wird vom lebenden Flagellaten
unter gewissen Bedingungen eben aktiv ausgeschieden und
findet sich in Oxydform vielleicht in den aufieren Plasma-
schichten vor. Ob bei der nachgewicsenen Eisenreaktion
nachher Bildung Traube’scher Zellen erfolgt oder kornelige
Niederschldge von Berlinerblau auftreten, hingt von der
Geschwindigkeit der Totung ab; bei fast augenblicklicher
Wirkung genigend hoher Konzentration der Reagen-
tien ist das Entstehen von blauen Blasen und
Beuteln die Regel.

Es ist aber noch eine Moglichkeit zu berlicksichtigen:
Vielleicht Kkonnten die nachgewiesenen Eisenverbindungen
doch aus dem umgebenden Wasser des Versuchstropfens
stammen, und durch etwa ausgeschiedenen Schleim des
Flagellaten eine Adsorption erfolgt sein, oder das Gehiusc
betrdchiliche Eisenmengen bei der Reaktion in reaktions-
fahiger Form abgeben, das dann félschlich als aus dem
Protoplasten stammend hier angegeben wird?

Dieser Einwand wird hinfdllig durch folgende Beobach-
tungen und Uberlegungen:

1. Zeigt das \Wasser des Versuchstropfens auch nach
lingerer Zeit in der Umgebung der Flagellaten keine nach-
weisbaren Mengen gelbster Eisenverbindungen.
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2. mifitc man eine ganz plotzliche Eisenspeicherung
bis zur vollen Sitticung annehmen, um die tiefblaue [Yirbung
zu erkliren: eine Annahme, die gewiff allen FErfahrungen
iiber Adsorption widersprechen wirde.

3. Ist deutlich -—— 1wie schon friher erwdhnt — zu
sehen, dafi die Diffusion der nachweisbaren Eisenverbindungen
vom Flagellaten aus um das Gehduse hofférmig aus-
gebreitet erfolgt, nicht aber bei leeren Gehdusen, zu
mindest nicht in diesem Mafe.

4. Zeigt die Moglichkeit, die Eisenverbindungen nach
der Totung des Versuchsobjektes fortwaschen zu konnen.
daB nicht die Eisenverbindungen des umgebenden Wassers
die Reaktion bedingen.

5. Zeigt die Geifiel nach der Toétung des [lagellaten
nur soweit die »Beizewirkung« der Eisensalze, als die
Diffusionszone reicht; dann hebt sich bei der Berlinerblau-
bildung die Geifiel wie mit Gentianaviolett tingiert ab, wobei
die peitschenformige Gestalt klar hervortritt (Fig. 22).

6. Wiirden selbst bei ~Berlicksichtigung der enormen
Empfindlichkeit der Eisenreaktion die Spuren in der geringen
Wassermenge eines Versuchstropfens nicht hinreichen, um
die intensiven Reaktionen bei den angegebenen Versuchen
verstindlich machen zu konnen.

Auf Grund der erwihnten Uberlegungen und der frither
mitgeteilten Beobachtungen geben sonach die oben an-
gefithrten Folgerungen die einfachste und naheliegendste
Erkldarung.

I) Diec Ausscheidung von Eisenverbindungen,
in Form eisenhaltiger Galierte und Schleime.

Auf Grund von Beobachtungen kann schliefilich nur die
Annahme in Betracht kommen, daf wwvir darin einen typischen
Reizvorgang zu erblicken haben. Es stehen auch hier
eigene Beobachtungen an Trachelomonas vollstindig im Ein-
klang mit den Studien von Klebs! an Euglenaarten-Trache-

1L Klebs L. c. p. 405 bis 410 und Klebs G., Unters. aus d. bot. Inst.
zu Tibingen, Bd. I, 1881 bis 1885, besonders p. 274 bis 277,
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lomonas ist ja auch eine Euglenacec -, so dafl ich diese
Angaben etwas eingehender erwdhnen muf.

Zuniichst hebt Klebs hervor, daf# »die Gallerte bei Flagellaten stets
ein Ausscheidungsprodukt und nicht ein Umwandlungsprodukt der periphe-
rischen Haut ist« (p. 404). Weiters zeigt namentlich Euglena samnguinea bei
Zusatz verdiinnter Methylenblaulosung »in dem Moment der Beriilirung des
Farbstoffes .. .. e¢in lebhaftes Hin- und Herzucken, Zusammenziehen und
Wiederausdehnen .... von dem Korper strahlen nach allen Seiten sofort
tiefblau sich firbende Gallertfiden, welche sich zu einer Hiille in Form eines
Netzwerkes vereinigen. Die Gestalt dieser Gallertausscheidung ist in den
cinzelnen Fiillen aufierordentlich verschieden, bidngt von der Individualitit
der [fuglena, von der Natur, von der Konzentration des Farbstoffes ab.... «
(p. 405). Oft »erscheint die Gallerte fast wie ein homogener, diluierter
Schileime« (p. 405), besonders bei Verwendung von verd. Methylgriin.

Ferner ergab sich die Tatsache, daff »das Cytoplasma die Substanz
durch die Plasmamembran prefit, welche gegeniiber der vegetabilischen
Zellhaut sich durch ein sehr viel dichteres Geflige auszeichnen mufi und
sich in dieser Beziehung wie die Hautschicht des vegetabilischen Plasmas
verhiilt. ...« (p. 406). Klebs vermutet sogar, dafl bei Euglena sanguineu
cin Zusammenhang der Gallertausscheidung besteht mit den »Gallertstiibchen,
welche sehr regelmiifig in Spiralreihen auf der Plasmamembran sitzen, ent- .
~prechend ihrer Spiralstreifung, so daf wabrscheinlich an den schmalen
Furchen zwischen den eigentlichen Spirallinien die Ausscheidung erfolgte. . ..
Weiters ».... lift sich feststellen, daff an der noch lebenden Euglena
innerhatb der Plasmamembran im peripherischen Protoplasma sich kugelige
Korper. ... firben, welche vielleicht das Bildungsmaterial fiir die Ausscheidung
darstellen« (p. 406). Weitere Prifung ergab: -Die grofiere Mehrzahl der
liuglenaceen hat nicht die IFihigkeit, auf dufiere Reize hin sofort Gallerte
auszuscheiden; die Bildung derselben bei Teilungen, Ruhezustinden geht
langsam vor sich, so daff sie nicht direkt sichtbar wird« (p. 406 bis 407),
aber es »cpricht alles dafiir, dafi die Hiille in gleicher Weise gebildet
wirde« (p. 276 im I. Bd. der Tubinger Unters.).

Die genaue Priifung der Tatsachen fiihrt zu der begriindeten Annahme,
dafi »die Gallertausscheidungin die Reihe der Reizerscheinungen
gehirt, da nur lebende Individuen der Euglena dieselben
zeigen. Die Rolle des auslosenden Reizes konnen sehr verschiedene
Momente spielen, aufier Farbstofflosungen auch Salzlésungen, schwache
Alkalien, S#uren, mechanischer Druck usw. Diese Mittel missen eine
cewisse schidigende Einwirkung ausiiben; denn solche Farbstoffe, wie z. B.
Kongoroth, Indigkarmin, Nigrosin. ... vermdigen nicht die Gallertausscheidung
Lierbeizufithren. Diese reizauslosenden Farbstoffe missen hierfir auch eine
gewisse Nonzentration besitzen.. .. Eine Losung des Methylenblaus von
1: 100,000 wirkt noch deutlich...., einec solche von 1:200.000 nicht
mehr .. .. Meistens writt der Erfolg selir schnell ein.... selbst schnell
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totende Mittel, wie Jodlosung, Alkohol bewirken mnoch eine Ausscheidung.
Dagegen tdtet 10, Osmiumsiiure so momentan, daffi keine Gallerte mchr
gebildet werden kanne« (p. 405 bis 406).

Die Analogie eigener Beobachtungen mit allen wesent-
lichen Angaben von Klebs ist so auffallend, daf ich cben
diese Studien statt ausfithrlicher Wiedergabe der eigenen
hersetze. Das Verhalten der von mir beobachteten Trache-
lomonas-Arten ist das gleiche wie es Klebs bei Verwendung
von Farbstoffen gesehen hat und seinen Folgerungen ist nur
vollinhaltlich beizustimmen. Auch liegt es nahe, mit Klebs
»der Gallerte selbst eine gewisse Verdnderungsfahigkeit zu-
zuschreiben, insofern sie gleich nach der Ausscheidung in
Bertthrung mit dem Aufienmedium in begrenztem Mafle Wasser
aufnehmen und infolge dieser Quellung zu homogenen Hiillen
verschmelzen kann« (p. 407).

Ich mdchte hier, als Einschaltung gedacht, erwidhnen, dag die in der
Mikrobiologie so viel verwendete und empfohlene »Tuschemethode« auch
als »reizauslosendes Mittele gelten mufl, wie eigene Erfahrungen nach
Kenntnis der Verhiltnisse lehren und da das Tuscheverfahren mit grogter
Vorsichit an lebenden (!} Infusorien. Flagellaten, Bakterien usw. anzuwenden

ist. Ausfithrliche Mitteilungen nach Abschluff dieser Beobachtungen werden
anderenorts gegeben werden.

F) Uber die Eisenspeicherung im Gehiduse.
Klebs! und ebenso Molisch?® lassen zwei Moglichkeiten
offen: entweder besitzt die anfangs eisenfreie, zarte Gallert-
hiille »eine ganz besonders ausgebildete Anziehungskraft. . ..
infolge deren sie aus der hochst verdiinnten Eisensalzldsung
(in Form des kohlensauren Salzes), wie sie das Wasser
unserer Siimpfe darstellt, das Eisenoxydhydrat herausziehen
kann« (Klebs p. 407). Oder man kann auch an die Moglich-
keit denken, »dafl bei diesen Arten der lebendige Organismus
bei der Eisenspeicherung wirksam ist..... « (p. 407). Auf
Grund der frither beschriebenen Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit kann nur die zweite MOoglichkeit in Betracht
kommen, da nur durch Beteiligung des lebenden Protoplasten
jene intensive Eiseneinlagerung im Gehduse erkldrt werden
kann, Der lebende Protoplast fiihrt, wie nachgewiesen wurde,

LI c. p. 407, 2 I. ¢. Eisenbakterien, p. 54 bis 55.
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betrdchtliche Mengen einer Eisenoxydverbindung, die nur
aus dem umgebenden Wasser stammen kann, und es ist wohl
das Naheliegendste und Einfachste, anzunehmen, daf§ vom
Plasma aus gleichzeitig mit Ausscheidung der Hillen Eisen
abgegeben werden kann, beziehungsweise in diese allméhlich
eingelagert wird. Mit dieser Eisenablagerung ist allem
Anschein nach eine physikalisch-chemische Zustandsdnderung
der Hiille verbunden, deren Adsorptionsvermdgen fiir Eisen
sich eben im Laufe der Zeit dndern mufi. Es ist hier nur
ein Spezialfall der bekannten Zustandsdnderungen iiberhaupt
der Adsorptionsfihigkeit im besonderen, wie sie allgemein
Gallerten und viele Kolloide nach Einwirkung von Salz-
1osungen zeigen. Auf diese Frage will ich bei Besprechung
der Befunde an Leptothrix zurlickkommen, vorerst noch die
eine weitere Frage berlicksichtigen, ndmlich:

) Uber die Bindung des Eisens im Plasma und
im Gehéduse.

Im Gehiause finden sich Eisenoxyde, aber auch
Oxydulverbindungen; der Nachweis mit rotem Blutlaugen-
salz und Salzsdure in den von Molisch angegebenen
Konzentrationen gelingt jederzeit. Allerdings mufl man einige
Zeit ldnger warten als bei der Berlinerblauprobe. Das Plasma
fiihrt aber nur sehr geringe Mengen von Eisenoxydul-
verbindungen und der ausgestofiene Schleim zeigt sehr
selten oder nur in nebensichlich geringen Mengen durch
Bildung von Turnbullsblau die Gegenwart von Eisenoxydul-
verbindungen an. Das Plasma des toten Flagellaten
fiithrt weder FeO noch Fe,O,-verbindungen in nachweis-
barer Menge; beim Absterben, nicht aber bei blofier Reizung,
wird alles Eisen ausgestofien.

Auf die weitere Frage, in welcher Verbindung das
Eisen auftritt, vermag ich keine Antwort zu geben; auch
bisher hat man immer von »Eisenverbindungen« gesprochen;
nur Winogradsky?! nimmt an, »daB nach der Oxydation
zunichst ein neutrales Eisenoxydsalz irgend einer organi-

1 Winogradsky S., Uber Eisenbakterien. Bot. Zeitung, 1888,
46, Jhrg., p. 260 bis 270, speziell 268.
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schen Sidure. ..« sich bildet. Mit gelbem und rotem Blut-
laugensalz allein tritt keine Reaktion ein, obwoh! zahlreiche
organische Eisenverbindungen, wie Molisch! bei der Uber-
rrifung der Angaben von Zaleski gefunden hat, sicher
reagieren. Der versuchte Nachweis von Karbonaten war
ebenfalls negativ. Moglicherweise ist durch eine mikro-
chemische Untersuchung des ausgeschiedenen Schleimes
ein Anhaltspunkt zu gewinnen, obwohl die bisherigen Daten
tiber die Mikrochemie der Schleime sehr dirftig sind.

Auch in der Frage, inwieferne der Eisengehalt und die
Eisenspeicherung bei Trachelomonas mit der Assimilation
zusammenhédngt, kann keine abschliefende Antwort gegeben
werden. Unter Hinweis auf die Versuche von Pringsheim
und Hassack hidlt Molisch? es fiir sehr wahrscheinlich,
dafl die Eisenalgen die erforderliche CO, auch den geldsten
Bikarbonaten des Eisens entziehen koénnen, durch den bei
der Assimilation freiwerdenden O das Eisen oxydieren und
in der Hiulle deponieren: eine Annahme, die Hanstein?® zur
Erkldarung der Eisenspeicherung bei Eisenalgen zuerst ge-
auflert hat. Die Prifung mit Phenolphtalein auf Alkalien, wie
sie bei der Assimilation auftreten?, fiel sowohl makroskopisch
als auch im mikroskopischen Bild negativ aus. Doch sind
dies Fragen, die nur durch ausgedehnte physiologische Ver-
suche einwandfrei beantwortet werden konnen. Fir die
Hauptfragen der Physiologie der Eisenspeicherung scheinen
mir die zwei letzten Fragen aber nebensidchlich zu sein,
besonders dann, wenn man die Verhiltnisse bei den Eisen-
bakterien, die ja in erster Linie fiir eine Theorie der »Eisen-
organismen« in Betracht kommen, berilicksichtigt; hier fallen
die Fragen iber die Rolle des Chlorophylls, beziehungsweise
der CO,-Assimilation im Lichte bei der Aufnahme und Ab-
lagerung der Eisenverbindungen iiberhaupt weg.

1 Molisch H., Die Pflanze in ihren Beziehungen zum LEisen. 1892.
Jena. Verl. Fischer, pag. 51.

2 Siehe Eisenbakterien 2, p. 54.

3 Molisch: 1. c. p. 53.

t Siche Klebs: I, c. p. 341L.
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Schlielich mochte ich noch erwidhnen, dafl flir alle mit-
geteilten Beobachtungen stets viele Hunderte von Trache-
lomonas-Individuen gepruft wurden, dafl aber fiir die meisten
Versuche die grofieren Formen gewdhlt wurden und erst
ergiinzend auch die lbrigen herangezogen wurden.

H) Ohne auf Details einzugehen. will ich noch erwiihnen, dafi ver-
schiedene Bilder der Berlinerblaureaktion am Geh#use von Trachelomonas
auf einen schaligen Bau des Panzers hinweisen. Durch die rasch an-
wachsenden Niederschlagsmembranen kommt es oft zu einer direkten Hdutung
des Panzers, indem die iiuferste, skulpturierte Schichte dem Berlinerblau
vewissermafien den' Riickhalt bietet, wobei trotz Dehnung des rasch wach-
senden Beutels alle Feinheiten der Skulptur erhalten bleiben (siehe Fig. 4a).
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Fig. 4.

Beutelbildung und Verteilung der Eisenreaktion am Trachclomonas-Gehiuse.
a) Die wachsende Niederschlagsmembran von Berlinerblau hat die duferste
skulpturierte Hiille auf einer Schalenhalfte abgehoben und gedehnt; der so
freigelegte innere Schalenanteil ist vollstindig glatt und bat schwiichere
Blaufiirbung; #/ am zerdriickten Gehduse ist die innerste Schichte abgeliist
und durch deutliche Fe-Reaktion sichtbar zu machen; ¢) Schema des
Schalenbaues. 1. innerste Schichte. Il. Zwischenschichte, I1l. duferster skulp-
turierter Schalenanteil. Vergr. zirka 1000 mal.

Desgleichien ist nach Aufsprengen des Geliluses eine innerste, feine Lamelle
ebenfalls hidufig durch die wachsenden Niederschlagsmembranen abzuheben
(Fig. 4b), so daB zwischen diesen beiden Schichten eine starke Schale, die
den Hauptanteil des Panzers ausmacht., zu liegen kommt. Obwoll weder bei
noch so starken Vergriferungen, noch nach verschiedenen Firbungen eine
der erwiibnten Schichten gesondert zu schen ist, mufl man deren differente
Ausbildung  doch als wirkliclh vorhanden annchmen, da die Hiutung so

leicht und unter so regelmiffiigen Bildern erfolgt, daf eine andere Deutung
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dagegen nur gezwungen erscheinen kann. Der Bau der Membran wiire
danach so wie Fig. 4¢ zeigt. Ich glaube, daff man darin ein weiteres
Beispiel der Leistungsfiahigkeit der Mikrochemie, der Berlinerblauprobe i
besonderen, sehen kann, indem hier, d@hnlich wie bei Molisch’s Nachweis?
des Procambiumnetzes in Kotyledonen von Sinapis eine morphologiselie
Differenzierung am einfachsten und sichersten durch eine mikrochemisclie
Reaktion aufzuzeigen ist. Die Niederschlagsmembranen von Berlinerblau
hilden nach lingerem Liegen an ihrer Oberfliche eine feine, zierliche
netzige Struktur aus, die aber jedesmal entsteht, auch dort. wo vorher keine
Struktur des rasch wachsenden Beutels zu finden ist.

II.

1) Die mitgeteilten Beobachtungen gewinnen nun cin
ardferes Interesse, wenn man die Ubertragung auf typische
Eisenbakterien versucht und findet, dafli im wesentlichen
gleiche Verhiltnisse vorliegen. Es ist auffallend, wie
weit die Ahnlichkeit geht und ich glaube, daf von hier aus
eine klare Beurteilung der bisher gegebenen Theorien der
Fisenspeicherung von Winogradsky und Molisch moglich
ist. Obwohl gerade in Fragen der Bakteriologie, auch in
vielen anderen Gebieten der Physiologie, die Giltigkeit einer
allgemeinen Theorie erst am einzelnen Objekt zu priifen ist,
sind in unserem Falle so ziemlich alle bisher bekannten ein-
schldgigen Beobachtungen einheitlich zu gruppieren, zum
mindesten ohne \1veitere, erst wieder zu begriindende Hilfs-
annahmen verstdndlich zu machen. Fir die Untersuchung
der Eisenbakterien habe ich in erster Linie Leptothrix
ochracea gewdhlt, deren Physiologic und Morphologie
durch die grundlegenden monographischen Arbeiten von
Molisch?® genau bekannt ist. Ich hatte Uppige Rohkulturen
in hohen Standgldsern, wie man sie nach Winogradsky?
sich verschaffen kann; teilweise kam Material — fast spezies-
rein in auflerordentlich grofien Lagern — mit diinner Scheide
zur Verwendung; auch im Ireien gesammelte Kisenbakterien
und Leptothrix von verschiedenen Proben meiner Kultur-

L Siche Mikrochemie p. 40.
2 1. ¢. Eisenbaktericn.

3 Siche Anmerkung p. 198 dieser Arbeit p. 2365 in meinen Versuchen
nur Grazer Leitungswasser ohne besonderen Eisenzusatz!

Sitzb. d. mathem.-naturw. KI., Abt. 1, 120, Bd. 14
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glaser mit Algen und Infusorien wurde bentitzt. Die Stdrke
der Scheiden war in diesen "verschiedenen Proben recht
wechselnd, ebenso der Grad der Eiseneinlagerung, so daf
ich alle Uberginge in gewdiinschter Vollstindigkeit vor mir
hatte. Geht man nun vergleichend die Ergebnisse durch, wie
sie auf Grund von Untersuchungen an Trachelomonas mit-
geteilt wurden, so zeigt sich folgendes:

1. liefert die Berlinerblauprobe entweder eine streng auf
die Scheide mit den eingeschlossenen Balkterien lokalisierte
Reaktion (Typus I); oder um die Bakterien, beziehungsweise
die Scheiden erfolgt kérnelig oder homogen blau Berlinerblau-
bildung (Typ. II); diese besondere Form der Fe-Reaktion ist
bisher weder bei Bakterien noch an anderen Objekten be-
rlicksichtigt worden, vielleicht sogar als miilungene Reaktion
angesehen worden. Oder aus den Scheiden, sei es an der
Oberfliche oder der Bruchstelle einer kriftigen Scheide,
treten kleine Blasen und Sédckchen hervor (Typ. IlI). Fiaden
mit diinner Scheide sind besonders geeignet fiir die Reaktion
vom Typus III () und II, solche mit starker, gallertig ver-
quollener Scheide fiir die Berlinerblaubildung nach Typus Il
Fig. & veranschaulicht dies am verstidndlichsten. Die Bedin-
gungen sind die gleichen, unter welchen auch
Trachelomonas bei der Reaktion mit K,Fe(CN); + HCI
so wechselnde Bilder gezeigt hat, ebenso gelingt je
nach der Art der Durchfihrung der Probe auch hier cine
willklrliche Darstellung eines der erwdhnten Typen; die
friher gegebene Erkldrung ist auch hier zutreffend.

2. Das nachgewiesene Eisen stammt hier zum grofiten
Teil aus der braun gefirbten Scheide, doch es ist nicht
ausschliefilich auf diese beschrdnkt, sondern in mehr
minder grofier Menge auch in der lebenden Bakterien-
zelle zu finden. Auch dort, wo bei festsitzenden Féden ein
Jdeutlicher Gegensatz von Basis und Spitze der Bakterien-
fiiden ausg;epréigt ist, wo die Scheide um die letzten 4—20
Zellen iberhaupt noch nicht oder nur in sehr geringer
Dicke gebildet ist, tritt eine tiefe Blaufdrbung der
Bakterienzelle auf, wenn die Scheide kaum einen leicht-
blauen Farbenton durch Berlinerblau erkennen ldft. Daher
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kann auch bei Leptothrix Eisengehalt der Zelle und
Eisenspeicherung in der Scheide getrennt sein. Selbst
bis tief in die Scheide, — von der Spitze weg gerechnet —
diebereits kriftig Eisenoxydverbindungeneingelagert
zeigt, ist der anndhernd gleich intensive Farbenton
der Bakterienzelle zu verfolgen, wenn auf Ie,O,-Ver-
bindungen gepriift wird. Diese Tatsache scheint zur Beur-
teilung der bisherigen Erklarungsversuche der Eisenaufnahme
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Fig. 5.
Eisenreaktion an Leplothrix ochraceae. a) Die Schleimhiille zeigt Beutelbildung,
die Bakterien selbst tiefblau gefirbt; &) Reaktion an alten Scheiden mit
Berlinerblaubildung auflerhalb der Scheide; ¢) Leptothrixfdden mit kriftiger
Scheide in der Wasserhaut wachsend; &) Leptothrixfiden von tieferen
\Wasserschichten mit bedeutend schwicherer Scheide; die Bakterienzellen
selbst weisen bei ¢) und 4) starke Fe-Reaktion auf, auch dort wo noch
keine oder nur eine sehr zarte Scheide gebildet ist, die keine Fe-Reaktion
erkennen 148t Vergr. zirka 1000mal.

und -speicherung von Bedeutung zu sein. Molisch! kam bert
seinen Versuchen zu Ergebnissen, die er in folgenden Sitzen
ausdriickt: ».... wenn das Plasma der Eisenbakterie wirk-
lich mit so grofier Begierde Eisenoxydul aufnihme, dann

1 Siehe: Die Pflanze in ihren Beziehungen zum Eisen, p. 69.
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solite man doch dieses hier auch nachweisen konnen.
Eisen ist aber im Plasma nie nachweisbar, in der
Scheide aber immer.! Selbst nach ganz kurzem Aufenthalt
in verdiinnter Ferrocarbonat- oder in einer anderen Eisen-
16sung wird man mit Leichtigkeit mittels der Blutlaugensalz-
probe Eisen in der Gallertscheide, nicht aber in den
Zellen konstatieren konnen.«? Und weiters wird nach
Molisch »ohne vorher erst in das Innere der Zellen oder,
genauer gesagt, in das Plasma einzutreten« das Eisensalz
eben in erster Linie in der Gallerthiille zurlickgehalten, die
»wie ein Filter fungiert« (ebenda p. 70). Dem gegeniiber
betont spéter aber Molisch in seiner Monographie der
Eisenbakterien selbst ausdriicklich, ....»dafl die Leptothrix-
fiden sehr gierig Eisenoxydulverbindungen aufnehmen.. ..«
dafi ».... fur eine merkbare Reaktion schon einige Minuten
geniigen. ...« und daff dann ....»das Eisen .n dem Faden
sowohl in der Oxyd- als in der Oxydulform vorhanden ist.
Es fdarben sich die Scheiden und die Zellen.«®* Das
Ergebnis seiner so umfassenden und exakten Versuche fafit
Molisch* in den letzten Untersuchungen dahin zusammen:
»Daher bin ich der Meinung, daff das Eisenoxydul in dic
Fiden und zwar in die Scheiden, zum Teil auch in die
Zellen vordringt (... .%

Nun beziehen sich aber diese Reaktionen in erster Linie
auf Fille, wo die Eisenbakterien in LLosungen libertragen (!)
wurden, die eine ungleich hdhere Konzentration der Eisen-
salze aufweisen. «!s es bei gewdhnlicher Kultur in Leitungs-
wasser der Fall ist (z. B. durch Oxydation reduziertes Fe in
destilliertem H, O oder nach Durchleitung und Séttigung (!) mit
CO,, ebenso »verdlinnte Ferrocarbonat- oder eine andere
Eisenldsung« (°/,?). Die hier erwiihnten Beobachtungen an
Leptothrix, die im Leitungswasser ohne Zusatz von Fe,(OH),
gezogen wurde und trotzdem auch in den Zellen Eisen-
verbindungenin reichlicher Menge fithrt, besonders dort,

1, 2 und 3 von mir gesperrt.

4 Molisch: Eisenbakterien, p. 49.

5 Von mir hervorgehoben.
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wo eine Scheide noch gar nicht merkbar ausgebildet ist, zeigt,
daBl der Eisengehalt der lebenden Bakterienzclle doch
nicht ganz nebensiichlich sein kann. Ob das KEisen in der
Zelle nachzuweisen ist, hiangt ebenauch von der Art der
Ausfiihrung der Reaktion ab und aus den Zellen konnte
das FEisen recht leicht und schnell diffundiert sein, wenn
man nicht das K,Fe(CN); und die Salzsiure gleichzeitig
wirken JdBt. Das durfte in vielen Untersuchungen nicht
gebiihrend betont worden sein, da man auf die hier Typus 1l
genannte Reaktionsform beim Fe-Nachweis bisher nicht
Riicksicht genommen hat. Vielleicht ist das der Grund,
warum Molisch kein Eisen in der Zelle nachweisen konnte
und auch in spéteren Arbeiten die Reaktion der Eisen-
verbindungen der Zelle gegeniiber der intensiven
Fdarbung der Scheide zurlicktreten 14ft. Bei meinen Ver-
suchen an gewaschenen Leptothrixfidden oder mit
Prdparaten nach Molisch’s Deckglasmethode hergestellt, sind
gerade die Reaktionen der jlingeren Fidden sehr Kkriftig
gewesen und haben die Eisenbakterien wie mit Methylenblau
gefirbt von den eisenfreien, anderen Fadenbakterien
abgehoben.

3. Auch bei Leptothrix ist die Eisenreaktion in der
Zelle und den Scheiden sehr kraftig, wenn im umgebenden
\Wasser der Probe kein Fe in nachweisbaren Mengen auftritt;
ebenso kann aus toten Zellen das Eisen diffundieren und
im  Versuchstropfen nachgewiesen sverden; ferner ist dic
neuerliche Eisenspeicherung von eisenfrei gemachten Zellen
und Scheiden bei Leptothrix nie so kriftig, als es das
lebende Material zeigt; weiters stammt auch hier das Fe der
Zelle nicht etwa aus der Scheide, sondern ist in der Zelle
schon vorhanden, denn auch die jliingsten Bakterien ohne
Scheiden zeigen tiefe Blaufarbung.

Aus alledem folgt, da der lebende Protoplast eine
arofere Rolle spielt, als man nach den hisherigen Befunden
erwarten sollte.

4. Die Scheidebildung der Eisenbakterien ist ebenso wie
bei den Ilagellaten durch Ausscheidung seitens des
Protoplasten und nicht durch Umwandlung der
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Membran zu erklidren. Gerade bei den Eisenbakterien
liegen die Verhdltnisse der Gallertbildung durch »reiz-
auslosende« Stoffe und Bedingungen recht Kklar. So sagt
Molischt: »Fehlt das Eisen in der L&sung, so wéchst und
vermehrt sich die Leptothrix zwar sehr gut, allein die Fdden
bleiben relativ kurz und die Scheiden bleiben diinn. Bei
Darbietung von gelostem Eisen verdicken sich die Scheiden
und Eisen wird darin als Eisenoxyd deponiert« und ferner
»....jeder kann sich leicht Uberzeugen, dafi gerade die
Dicke? gallertartiger Eisenbakterienscheiden nach
der Zusammensetzung des Mediums aufierordentlich
schwankt....«® DaB auch mechanische Einflisse mafl
gebend sein kénnen, zeigt die Ausbildung von Haftscheiben
bei Cladothrix dichotoma, Chlamydothrix sideropous
und den tbrigen festsitzenden Eisenbakterien, ebenso dic
Gallerthofe von Liderocapsa Treubii und S. major. Auch
die kriftige Scheidenbildung an Leptothrix, die knapp unter
der Wasseroberfliche wichst oder in der Wasserhaut selbst
sitzt, ist vielleicht durch die Wirkung des atmosphérischen
Sauerstoffes mit bedingt. Die Stirke der Gallertscheide hingt
mit von der Wirkung auf den lebenden Protoplasten ab;
ist nicht einfach eine bis zu einem gewissen Grad
fortschreitende Quellung bereits gebildeter Gallerte,
die durch immer kraftigere Eisenspeicherung eine Verdickung
erfihrt. Zum Teil betont dies auch Molisch®

leh méchte erwihnen, daff auch durch sicdendes Wasser abgetotete
Leptothrixfiden, wie man sich mittels der Blutlaugensalzprobe iiberzeugen
kann, Eisenverbindungen gierig anzichen und speichern, doch schreitet dic
Speicherung nicht bis zu jener auffallenden Verdickung d.r
Scheiden vor, wie man sic an den lebenden Fidden bemerkt
Hier fehlt dann der Einflufl der lebenden Zellelb

Die Wirkung des umgebenden Mediums auf die Dicke
der Gallertscheide ist nur durch den Einfluff des Protoplasten
zu erklédren.

11 ¢ p. 50.
2 Von mir ge~perrt.
3 Ebenda p. 47.
{ Ebenda p. 49.

5 Von mir gesperrt
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5. Die ecrhohte Gallertausscheidung beir Zufuhr von
grofleren Eisenmengen ist, dhnlich wie in den Versuchen von
Klebs, dadurch leicht verstdndlich, dafl die Eisensalze in
grofierer Konzentration schneller und ausgiebiger als »reiz-
auslosende« Wirkung den Protoplasten beeinflussen konnen,
ebenso wie der stete Kontakt der basalen Zellen festsitzendes
Eisenbakterien in gleicher Weise wirksam sein kann. Der
Erfoig tritt nur nicht so schnell ein wie bei Trachelomonas,
ist aber prinzipiell von der ruckarfigen Abgabe gallertartige:
eisenhaltiger Stoffe durch den Protoplasten bei Reizun:
mannigfacher Art nicht verschieden. Nur darin kann de:
-Einfluff des Plasmas auf die Gallerte und ihre merkwiirdig«
Anziehungskraft fiir Eisenverbindungen<«, von weichem di
verschiedenen Autoren sprechen, sich geltend machen.

6. Ist es dhnlich wie bei Trachelomonas auch fu
Leptothrix wohl auf Grund dieser Befunde das Einfachste,
nicht ausschliefilich eine Filterwirkung anzunehmen.
sondern an eine dauernde, langsam vor sich gehende
Eisenabgabe vom Protoplasten her zu denken. Damit
1st unter gednderten Bedingungen, z. B. beim Abtéten der
Zellen und Anderung des Zustandes der Gallerte nach Kochen
oder Einwirkung von HCI, ebenso bei dlteren Scheiden
ferner beim Ubertragen in stirker konzentrierte Eisenlosunger
als das Leitungswasser ist, eine Eisenspeicherung der Galicrtc
allein zugegeben. Die Zustandsédnderung der Gallerte unte
gewdhnlichen Bedingungen — Leitungswasser oder solche
aus Tumpeln, Teichen etc. — nach Art der »Beizewirkung
von Eisensalzen ist ebenso verstéindlich, wenn man an einc
Eisenabgabe vom Plasma her denkt, als wenn eine Filter
wirkung angenommen wird, die bei jungen Zellen, die sonst
wohl Eisen flihren, gar nicht anzuwenden ist, da eine als
Filter funktionierende Scheide ja noch nicht oder nur in
minimalem Grade ausgebildet ist. Es wird einstimmig vo:
Eisenbakterien angegeben — und ich selbst konnte mich
Gberzeugen — dafi eine Eisenspeicherung der Gallerte aller:
nie jenen Grad der Gelb- bis Braunfdrbung erreichen kann
als es unter dem dauerndcen Einflu@ lebender Zelle:
geschieht. Es stellt sich eben bald cin Gleichgewichtszustand
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ein, sobald der einer bestimmten Gallertmenge bestimmter
Konstitution entsprechende Sittigungsgrad der Adsorption fir
Fe-Verbindungen erreicht ist. Eine chemische Umsetzung mit
der Substanz der Gallerte anzunehmen, wobei eben fort-
wihrend flir neu eintretendes Eisen Platz geschafft wiirde,
ist schon deshalb abzuweisen, weil ja die Speicherungs-
versuche mit leeren Scheiden ergeben, dafl nur ein ganz
bestimmter Grad der Eisenaufnahme nachzuweisen ist —
alles das Gesagte fiir die Dauer des Versuches gemeint.

7. Es liegen auch bei Leptothrix in erster Linie Fe,O,-
Verbindungen vor. Wie diese aus dem FeO durch Oxydation
entstanden sind, kann hier Ubergangen iwerden. Jedentalls
hat fiir Leptothrix die Aufnahme und Oxydation zu Fe,O,
nicht jene Bedeutung, als Winogradsky meinte und es ist
ja das wesentlichste und bestbegriindete KErgebnis der aus-
cedehnten Versuche von Molisch, daf das Eisen fiir die
»Eisenorganismen« nur zum Autbau des Protoplasten er-
forderlich und nicht Energiequelle des Betriebsstoffivechsels
ist. Da sowohl FeO als Fe,O,-Verbindungen, wenn auch in
ungleichem Grade l6slich sind, kann der Protoplast beide
aufnehmen und es ist gewifl richtig, wenn Molisch! sagt:
»Bei der Aufnahme organischer Eisenverbindungen mag das
lebende Plasma auch fiir die Abspaltung des Eisens
sorgen und auf diese Weise in den Prozefl der
Eisenablagerung eingreifenc.

8. Auch fiir die Eisenbakterien ist bisher unentschieden,
was es denn flir -Eisenverbindungen« sind, welche in der
Scheide und der Zelle nachgewiesen werden. Auch hier
tritt mit gelbem oder rotem Blutlaugensalz allein keine
Reaktion auf.

9. Das Uberwiegen von Fe,O,-Verbindungen ist nicht
durch die Wirkung des atmosphédrischen Sauerstoffes allein
ausreichend in allen Fillen zu erkldren. Man findet in
Kulturen auch weit unter der Oberfldche braungefarbte
Scheiden mit Fe, O, und namentlich das Vorkommen von
Eisenoxyden in den Zellen von Leptothrixfdden, die weit

1 Siche 2, p. 49.



Studicn an Eisenorganismen, 200
vom Wasserspiegel ruhigstehender Kulturen centfernt sind,
mifite diese Annahme gezwungen erscheinen lassen. An der
Oxydation von FeO, beziehungsweise der Aufnahme oder
Abspaltung von Fe in Oxydform aus irgend welchen Eisen-
verbindungen des umgebenden Mediums ist entschieden der
Protoplast mit beteiligt.

Die hier mitgeteilten Beobachtungen und Erklirungen

celten in allem auch fiir die Ubrigen Eisenbakterien — ich
hatte mit Ausnahme von Gallionella — alle anderen zur

Verfiigung: da diese Versuche aber an den iibrigen faden-
tormigen Eisenbakterien die gleichen Verhiltnisse ergeben,
so geniigt es, der Kiirze halber Leptothrix als Typus hin-
zustellen und an dieser Art sind auch die meisten Reaktionen
durchgefiithrt worden.

J) Auf drei Punkte kann ich aber in dieser Arbeit noch
nicht genauer cingehen: das Verhallen der Anthophysa,
die Eisenablagerung in Membranen der Wasserpflanzen und
Algen und die Untersuchungen an Spirophyllum. Das Ver-
halten der Anthophysa vegetans wird von Molisch?! als
wichtiger Gegengrund zu Winogradsky's Theorie hingestellt;
doch gelten die von Molisch angefithrten Punkte vielleicht
nur flir A. vegetans, denn eine bisher unbekannte Antho-
physaart, die ich den Sommer dieses Jahres wiederholt
beobachtete, zeigt ganz abweichende Bilder. Es ist eine
schmale, stark eisenhaltige zentrale Rohre bis ganz knapp
zur Kolonie der — auch im Bau abweichenden — Flagellaten
vorhanden und dieser Stiel erst von einer kriftigen, auch
mit Eisen inkrustierten Gallerte umgeben. Genauere Beobach-
tungen mit Riicksicht auf die hier behandelten Fragen wurden
damals nicht angestellt und zur Zeit ist diese Anthophysa-
art nicht zu finden. Spirophyllum ferrugineum, das seit
den Studien von Lieske? besonderes Interesse beansprucht,

11 c. p. 57,

2 Lieske Rud.. Beitriige zur Kenntnis der Physiologic von Spirophyliuny
ferrugineum, einem typischen Eisenbakterium. Jahrb. i wiss. Bot. 1911,
49, Bd.. p. 91.
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bedarf ciner eingehenden morphologischen und physiologischen
Bearbeitung, da die sonst ausgezeichneten Untersuchungen von
Lieske in manchen Punkten erganzt und nachgepriift werden
miussen, che dieser Eisenbakterie eine solche Sonderstellung
zuerkannt werden sollte. Ich mdchte nicht unterlassen, schon hier
darauf hinzuweisen, daf nur aus Untersuchungen dieser in
vielem recht ungeniigend bekannten Bakterie keinerlei »Wider-
legung« der so umsichtigen und exakten Versuche von
Molisch gefolgert werden kann, was wohl von Lieske selbst
betont, von anderen Autoren aber nicht genligend beachtet wird.
Da mir derzeit ausgezeichnetes Material von Spirophyllum
zur Verfiigung steht, wird eine eingehende Untersuchung aller
einschligigen Fragen bei Spirophyllum durchgefiihrt. Ebenso
gedenke ich die hier wesentlichen FErgebnisse auch an den
von mir gefundenen neuen Eisenbakterien — 5 Arten —-
zu Uberpriifen, da diese Formen mancherlei Besonderheiten
aufiveisen.

I{) Diese vergleichend durchgefiihrten Studien dirften
wohl ohne weiteres die Moglichkeit erkennen lassen, die
bisher ohne Vermittlung einander gegeniiberstehenden
Theorien von Winogradsky und Molisch zu vereinigen:
es zeigt sich, dafl gewisse Punkte in beiden Theorien, in
sachgemdifer Weise vereinigt, einen Standpunkt ergeben
konnen, von dem aus eine einheitliche Erklarung der
meisten, vielleicht aller bisherigen, Beobachtungen und Ver-
suche moglich ist.

Die Notwendigkeit und die Bedeutung der Eisenaufnahme
und Oxydation als Energicquelle ist — vielleicht mit Aus
nahme von Spirophyllum — durch Molisch’s Versuche
uneingeschrankt widerlegt, und damit der vesentlichste
Gedanke der Theorie von Winogradsky hinfillig. Anderer
seits aber ist sicher eine Anzahl von Fillen aufgezeigt, wo
Molisch's Annahme einer »Filterwirkung« der Scheide nicht
ausreicht und einer Erginzung bedarr. Gelegentlich aduflert
sich auch Molisch in diesem Sinne, wie aus den friiher
zitierten Stellen zu ersehen ist. In diesen Fillen aber geben
die von Winogradsky geduflerten Gedanken einer Betei-
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ligung des lebenden Protoplasten als des wichtigsten
und ersten Ortes der Eisenaufnahme und -speicherung
eine vollig ausreichende Grundlage. Der Vorgang der
Eisenspeicherung ist sonach unter normalen Bedingungen,
d. h. in sehr verdiinnten Eisenlosungen natiitlicher \Wisser,
als Eisenabscheidung von der Zelle her aufzufassen
und nicht nur als Eiseneinlagerung der zur Zelle
durch die Scheide vordringenden Lésung. In der durch
duBere Mittel verschiedener Art (chemische Bedingungen wic
Fe, Mn-Salzzusatz, mechanische Wirkung durch stete Beriih-
rung, Reaktion auf O-Zufuhr etc.) nachweisbaren Anderung
der Ausbildung der Gallertscheiden durch das Plasma ist der
erste Einfluf auf die Eisenspeicherung gegeben. Analog der
Beizewirkung von Eisensalzen an Gallerten, wird auch in
diesem Falle die Adsorptionsfihigkeit fiir Eisen eine Anderung
erfahren, eine Verfestigung der Gallerte eintreten konnen
Die Annahme von Winogradsky, dal nur oder in crster
Linie Oxydulverbindungen aufgenommen werden, ist
durch die vorliegenden Untersuchungen ebensowenig zu
bestdtigen, als bei friheren Beobachtungen von Molisch
Es konnen je nach den &dufileren Verhiltnissen, sowoh!
Oxydule als Oxyde, sei es als anorganische oder orga
nische Verbindungen aufgenommen werden; doch wird die
Oxydation der Oxydulverbindungen, beziehungsweise dic
Abspaltung von e aus irgendwelchen Verbindungen unte:
Mitwirkung der Zelle erfolgen konnen und nicht in allen
Fallen nur dem zutretenden, gelosten Sauerstoff zuzuschreiben
sein. (Trachelomonas im Dunkel gehalten, bei hohem Eisen
oxydgehalt im Protoplasten!)

Die hier hervorgehobenen Gesichtspunkte glaube ich
durch die mitgeteilten eigenen Beobachtungen und den Hin
weis auf bereits bekannte Ergebnisse der grundlegende:
Versuche von Molisch ausreichend genug begriinden zu
konnen. Von diesem Standpunkte aus werden Versuche an
Spirophyllum, anderen Eisenbakterien als Leptothrix, an
Eisenalgen und eisenspeichernden Wasserpflanzen durch-
gefiihrt; es soll dabei sowohl die mikrochemische Analyse
als das physiologische Experiment cntsprechend beriicksichtigt



21 J. Gicklhorn,

werden. Diese Ergebnisse sollen Gegenstand einer zweiten
Mitteilung sein.

Ich modchte nun schliefllich auch hier Herrn Professor
K. Linsbauer flir das Interesse an dieser Arbeit ergebenst
danken, ebenso filir die gelegentlichen Anregungen bei
Diskussionen des hier abgehandelten Themas.

Zusammenfassung.

I. Berlinerblaubildung als Reaktion auf Fe,O,-Verbin-
dungen tritt bei Trachelomonasarten und Eisenbakterien in
drei Typen auf: a) lokal auf eisenfiihrende Teile des Orga-
nismus beschrdnkt, &) als korneliger oder homogen blauer
Niederschlag auch auflerhalb der Korperteile, ¢) in Form
Traube’'scher Zellen verschiedenster Gestalt und Gréfie an der
Korper- beziehungsweise Schalen- und Scheidenoberflache.
Die Art und der Ort der endgtiltigen IFe-Probe héngt sowohl
von der Art der Durchfiihrung der Reaktion als auch von
der Gegenwart des lebenden Protoplasten ab.

2. Aufler im Gehause von Trachelomonas finden sich im
Flagellaten Eisenverbindungen vor, die beim Absterben oder
bei Reizung aus dem Protoplasma ausgestofien werden.

3. Der lebende Flagellat, beziechungsweise die lebende
Zelle von Eisenbakterien Lkann betrichtliche Mengen von
Eisenoxydverbindungen flihren, ohne dafi das Gehéduse,
beziehungsweise die Gallertscheide Eiseneinlagerung zeigt;
Eisengehalt und Eisenspeicherung koénnen daher getrennt
von einander auftreten.

4. Das im Mikroskop zu beobachtende Ausstofien
eisenhaltiger Gallerte und Schleime, nachgewiesen durch
Bildung ruckartig anwachsender Traube’scher Zellen beim Fe-
Nachweis, ist als Reizvorgang aufzufassen, da nur lebende
Trachelomonasarten dies zeigen; mechanische, chemische
Reizung bewirkt diese aktive Ausscheidung besonders aufféllig.

5. Im Gehduse von Trachelomonas kommen sowohl FeO
als auch Fe,O,-Verbindungen vor; im Flagellaten finden sich
nur Fe,0,-Verbindungen.
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6. Durch die mikrochemische Methode 1aBt sich leicht
ein schaliger Bau aus differenten Schichten beim Trache-
lomonasgehiduse nachweisen, der aber weder durch direkte
Beobachtung, noch durch Tinktionen zu differenzieren ist.

7. Bei Eisenbakterien, Leptothrix ochracea als Typus
genommen, sind dhnliche Verhéltnisse aufzuzeigen: auch der
lebende Protoplast der Zelle fiihrt grofie Mengen von Fe,O,-
Verbindungen; Eisengehalt der Zelle und Eisenspeicherung
sind in hohem Mafie von einander unabhidngig; jiingere [Fdden
mit kaum merklich ausgebildeter Scheide, die selbst eisenfrei
ist, zeigen doch starke Eisenreaktion; die Intensitat der
Eisenreaktion ist in lebenden Zellen des ganzen Fadens an-
nahernd gleich; in toten Zellen ist bei Leptothrix kein Fe,O,
mehr nachzuweisen.

8. Die nachgewiesenen Fe,O,-Verbindungen diirften nicht
ausschiieflich durch Oxydation der FeO-Verbindungen mit
Hilfe des atmosphérischen Sauerstoffes entstanden sein. Die
in der vorliegenden Untersuchung mitgeteilten Tatsachen
weisen auf einen entscheidenden Einfluf§ des lebenden Proto-
plasten hin.

0. Die bisherigen Theorien der Eisenspeicherung von
Winogradsky und Molisch lassen durch eine sinngeméfie
Vereinigung zu einem Standpunkt gelangen, der so ziemlich
alle bisher bekannten einschldgigen Tatsachen erkldren kann.
Die durch Untersuchungen von Molisch nachgewiesene
Entbehrlichkeit grofierer Mengen von Fe-Salzen widerlegte
die von Winogradsky angenommene Bedeutung der Fe-
Verbindungen als Energielieferanten: die Fe-Speicherung, der
hohe Fe-Gehalt der lebenden Zelle, die Verdnderungen der
Hiilllen und Gallerten von Eisenorganismen auf Grund der
Wirkung auflerer Reizungen weisen dagegen auf die von
Winogradsky betonte Hauptrolle des lebenden Proto-
plasten hin.




